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　　　The　process　of　transportation　of　very　low　density　lipoprotein（VLDL）particles　in　rat　hepato－
cytes　was　studied　electron　microscopically　utilizing　cytochemical　markers　specific　for　the　endoplasmic
reticulum（glucose－6－phosphatase），　Golgi　apparatus（thiamine　pyrophosphatase），　and　lysosolnes　and
GERL（acid　phosphatase）．
　　　Aconsiderable　number　of　VLDL　particies　were　seen　in　the　hepatocytes　and　in　the　space　of
Disse，　when　the　rats　were　allowed　free　access　to　10％sucrose　in　drinking　water　for　5　consecutive
days．　They　were　frequently　found　in　the　termin31　portions　of　rough　endoplasmic　reticulum　and　in
the　anastomosing　channels　of　smooth　endoplasmic　reticulum　near　the　space　of　Disse，　suggesting　that
VLDL　particles　are　formed　in　the　cisternae　of　rough　endoplasmic　reticulum　and　then　transported
through　the　smooth　endoplasmic　reticulum．
　　　Cytoplas田ic　microtubules　were　frequently　found　in　close　association　with　the　endoplasmic
reticulum．
　　　When　a　low　dose　of　colchicine　was　injected　into　the　sucrose－treated　rats，　the　secretion　of
VLDL　particles　into　the　space　of　Disse　decreased　markedly。　VLDL　particles　were　found　in　the
cisternae　of　GERL．　Few　microtubules　were　found　in　the　hepatocytes　after　colchicine　treatment．
　　　The　signi丘cance　of　microtubules　in　the　transport　of　VLDL　particles　in　the　hepatocytes　was
discussed．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　April　24，1981　and　accepted　June　10，1981）
1　緒 言
　分泌穎粒が細胞の粗面小胞．体（以下rER）で作られ，
滑面小胞体（sER）を経由してGolgi装置に至り，濃縮
成形の過程を受けたのちGolgi膜に包まれて細胞表面
に運ばれ，exocytosisによって細胞外に分泌．される．と
いう経路は，一般に広く受け入れられているように思
われる．．実際，分泌蛋白がrER上のpolysomeで合成
されることが，多くの細胞で確かめられているし｝｝2）3）細
胞からの分泌も，少なくとも穎粒として一定の大きさ
を持つものは，exocytosisによって細胞外に排泄され
ることを支持する報告が多いf）5）6）しかしその途中の運
搬過程については，まだいくつかの間題が残されてい
るし，ことに分泌ないし排泄が障害された病的状態に
お．ける運搬経路についてはほとんど知られていない．
　生理的条件下の運搬経路．では，たとえぽPaladeは，
膵の外分泌細胞におけるチモーゲン穎粒がGolgi装置
を経由するとのべている71が，その主要．部分であるGolgi
cisternaを経過するかどうかについては極めてあいまい
のままである．
　一方Novikoff　et　al．は電子顕微鏡（以下電顕）的組
織化学を用いた膵外分泌細胞1）膵内分泌細胞（主にβ
細胞1）可移植性のインシュリノーマを材料にして），メ
ラノーマ細胞10）などの観察から，これらの分泌顯粒の濃
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縮や成形の場所はGolgi装置ではなく，これに隣接す
るER（彼らはIysosomeの形成が行なわれるERとい
う意味で，この部分をGERL｝1）Golgi　associated　ER
from　which　lysosomes　ariseと呼んでいる）であると
主張しているなど，いまだに結論が得られていない．
　VLDL（very　low　density　lipoproteins，二二比重
リボ蛋白）は肝細胞で作られ，血中に分泌されて血中
のリボ蛋白の主要な成分となっているから，肝細胞の
分泌穎粒と考えることが出来るが，このVLDL三二は
電顕的に比較的容易に同定することが出来る．一方肝
細胞は良く発達した小器官を持っており，それぞれの
小器官のマーカー酵素も知られている．そこで今回の
実験ではこれらの点を利用して，電顕組織化学的に
VLDL穎粒の肝細胞内での運搬経路を追跡した．まず，
Stein　et　al．12》にしたがって，しょ糖を飲料水に溶かし
て与え，VLDLの代謝を三三させた状態のラット肝を
詳細に観察した．次に肝細胞のERのマーカー酵素であ
るglucose－6－phosphatase（以下G－6－Pase）の電顕的
組織化学13）を試み，VLDL二三の細胞内運搬における
ERの役割りに特に注意を払った．
　次にGolgi装置のマーカー酵素であるthiamine
pyrophosphatase（以下TPPase）と，1ysosomeおよ
びGERLのマーカー酵素である酸性フォスファターゼ
（acid　phosphatase，以下acPase）の電二三組織化学に
ついても若干例について検索し，VLDL三三の代謝に
おけるこれらの小器官の関与についても観察を試みた．
さらにVLDLの肝細胞からの分泌は，コルヒチン
（colchicine）の投与によって抑制されることが報告さ
れている12｝14｝ので，ラットにコルヒチンを作用させVLDL
の分泌を抑えた状態の肝細胞を正常のそれと比較検討
し，VLDLの運搬経路の解析に資した．
2　実験方法
　体重150g前後のウィスター系雄ラット34匹を用い
た。食餌摂取時間との関係を出来るだけ一定にするた
め，すべての実験を午後4時前後に行なった．使用動
物は，次の3群に分けた．
第1群：無処置対照群．二型飼料（オリエンタル社，
　　　　MNF，粗脂肪5．4％，粗蛋白27．3％）と水を
　　　　自由に与えた．
第2群：Stein　et　al．12）にしたがって，飲料水として
　　　　10％のしょ糖（半井化学試薬1級）液を5日
　　　　間自由に与えた．飼料は対照群と同様のもの
　　　　を自由に与えた。
第3群：第2群と同じ処理をし終ったあと，体重100g
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当り0．1mgのコルヒチン（半井化学特級）を
1m♂当り0．1mgの割合で生理的食塩水に溶
解し，腹腔内に注射して4時間後の群．
　VLDLの同定には，　Claude15）による緩衝液を用いな
い室温の2％オスミウム酸による固定を用いた．軽いエー
テル麻酔下で頸静脈から二軸したあと，肝をとり出し
細切して，上記の固定液で2時間固定を行なった．脱
水は型通りエタノールシリーズで行ない，プロピレン
オキサイドを通したのち，Luft16〕の方法でEpon812に
包埋した．
　組織化学のためには，門脈から0．1Mのカコジル酸
緩衝液でpH　7．4に調整した1．25％のグルタールアルデ
ヒド（Ladd社，米国）で，約3分間肝臓を灌流固定し
た．肝を0．2Mのしょ糖を含む0．1Mのヵコジル酸緩
衝液中で充分に洗ったのち，vibratome（Oxford社）
で約40μに薄切し，Wachstein　and　Meisel17｝の方法
にしたがってG－6－Paseの組織化学を行なった．浸漬時
間は，37℃で20分とした．反応後切片をオスミウム酸
で再固定し，上述した方法で脱水，包埋を行なった．
　Novikoff　et　al．の提唱したGERLIB）は，組織化学的
にacPase反応陽性をもって規定されているので，この
点を検索するために，肝をG－6－Paseの場合と同様に灌
流固定し，厚さ約2mmのスライスにしたあと0．1M
のカコジル酸緩衝液でpH　7．4に調整した2．5％グルター
ルアルデヒドと2％フォルムアルデヒド（Merk社のパ
ラフォルムアルデヒドから作製した）の混合液19）で，4℃1
時間さらに固定し，vibratomeで40μの切片を作製
後，Gomoriの鉛法20）でacPaseの検出を行なった．基
質としてはβ一91ycerophosphateのかわりにcytidine
Inonophospholic　acid21）（Sigma社）を用いた．浸漬時
間は37℃30分とした．その後の操作はG－6－Paseの場
合と同様である．TPPaseの組織化学的検出には，　G－6
－Paseと同様のvibratome切片を，　Novikoff　and
Gold丘scher22｝のTPPase基質液に37℃90分浸漬した．
　微小管（microtubule）を検するためには，細切した
肝組織を22℃に暖めた0．1Mヵコジル酸緩衝液で
pH　7．4に調整した2．5％グルタールアルデヒドで2時
間固定した．オスミウム固定後，ベロナールアセテー
ト緩衝液でpH　5．5に調整した0．5％酢酸ウラニル液に
1時間浸漬したあと，脱水，包埋した．超薄切片をクエ
ン酸鉛23）で染色し，電顕的に観察した．VLDLの電子
密度をあげるために，加速電圧は60Kvまたは50　Kv
を用いた．
　残りの肝臓は，リン酸緩衝液でpHを7．2に調整した
10％フォルムアルデヒドで固定し乳パラフィンに包埋
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後ヘマトキシリン・エオシン染色し光顕的に検索した．
それぞれの肝の一部の氷結切片を作りSudan　IH染色を
行なって脂肪滴の有無を検索した．
3　結 果
3・1　光顕所見
　組織学的には，第1群と第2群の肝臓には全く差を
認めることが出来なかった．Sudan　HIによる脂肪染色
の結果にも両者間に差がなかった．第3群の肝では，紡
錘糸が切れるため染色糸が特徴的に細胞質中に分散し
た分裂中の肝細胞がまれに出現したが，他の肝細胞に
は変化を認めなかった．
3・2　電顕所見
　3・2・1第1群
　良く発達した層状のrERが核の周辺に認められたが，
その内学にVLDL穎粒を発見することはきわめてまれ
であった．Golgi装置は毛細胆管周囲に位置しており，
内切には電子密度の低い無形の物質がみられるのみで，
各cisternaは平坦であった．　Disse腔内には，ほとんど
VLDL砂粒が認められなかった（Fig．1）．
　3・2・2第2群
　核の周辺の発達した層状のrERの末端や，その周囲
のsERの内腿に，しばしぼVLDL穎粒が認められた．
VLDL穎粒は直径約500Aで，比較的良く揃った大き
さであり，室温のオスミウム酸による固定で高い電子
密度を示した．
　Disse腔に面した細胞内には，しばしぼVLDL穎粒
が認められたが，VLDLは1個ずつ常に直径600　Aほど
の小胞内に存在していた（Fig．2）．
　小胞の外側には，時にリボソームの附着がみられ，ま
た小胞同士が互に連続してふん合を示す像や（Fig＆3，
4），小胞がDisse腔面の細胞膜と接している像も認めら
れた．Disse腔の中には多数のVLDL顯粒が出現して
いたが，それらは膜に包まれておらず，freeであった
（Figs．5，6）．
　Golgi装置は毛細胆管周囲に位置しており，　Disse腔
に面して見出されることはなかった．22℃のグルター
ルアルデヒドで固定した材料では，直径約200Aの微小
管が，しばしぼ細胞質内に認められた．微小管は，
Golgi装置の附近やDisse腔附近の細胞質内に多い傾
向があった．時にVLDL穎粒をいれた小胞の近くを
Disse腔面に対して直角に走る微小管を認めることも
あった（Fig．19）が，微小管と小胞の直接の連続像は
観察した限りでは認められなかった．電顕組織化学的
にみると，VLDLをいれた小胞の内面にG－6－Paseの活
性が認められた（Fig，7）．　G－6－Pase活性は核膜・rER
およびsERに認められたが，　Golgi装置の各element
にはまったく陰性であった（Fig．8）．　G－6－Paseの反
応産物はまた，肝細胞だけに認められ，類洞内皮およ
びKupffer細胞はまったく陰性であった（Fig．9）．
TPPase活性はGolgi装置のうち最内層のcisternaに
だけ認められた．VLDLをいれた小胞にはTPPase活
性は認められなかった．acPase活性はlysosomeに認
められたが，Golgi装置の附近にacPase陽性の
cisterna（GERL）をみることはほとんどなかった．
VLDLをいれた小胞はacPase陰性であった．
　3・2・3第3群
　一部のrERおよび多くのsERの内腔がやや拡張する
傾向がみられたが，rERにおけるリボソームの脱落は
認められなかった．Golgi装置には著変がみられないが，
Golgi装置の周辺およびDisse腔の附近には，直径約1
μの大きなvacuoleがしばしぼ認められた．これらの
vacuoleの中には，多数のVLDL顯粒が認められた
（Fig．10）。第2群と比較するとそれぞれのVLDL穎粒
がやや大きく，かつやや電子密度が低いようにみえた
が，かたちは正円形で，VLDL同士が融合する傾向は認
められなかった．Disse腔に出現するVLDL顎粒は第
2群に比して明らかに少なかった（Fig．11）．　VLDLを
いれたvacuoleが少量の細胞質および他の細胞内小器
官と共にさらに膜に囲まれている像が散見された（Figs．
17，18）．22℃のグルタールアルデヒドで固定した材料
でも，細胞内の微小管は発見されなかった（Fig．20）．
　組織化学的には，VLDLをいれたvacuoleの内面に
まれにG－6－Pase活性が証明された（Fig．12）．しかし，
VLDLをいれたほとんどのvacuoleはG－6－Pase陰性で
あった．TPPase活性はGolgi装置のうち最内側の
cisternaにだけ認められ，　vacuoleには認められなかっ
た（Fig．16）．
　これに対してacPase活性は，　VLDLをいれた多くの
vacuoleで陽性であった（Figs．13，14）．この群の肝細
胞では，Golgi装置の内側にacPase反応陽性の
cisternaを認めることが多く，またそのcistemaに接
してacPase陽性のvacuoleをみることもまれではなかっ
た　（Fig，15）．
3・3　VLDる穎粒の半定量的測定
　第1～3群の肝の超薄切片を観察し，Disse腔を含む
視野を無作為的に選び出して直接倍率5，000倍の電顕
像を撮影した．2．2倍に引き伸ばしたプリント各群50
枚を用いて，Disse腔内に見出されるVLDL穎粒の数を
測定した．
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　無処置ラット（第1群）のDisse腔に認められた
VLDL穎粒は，1視野平均2個口あるのに対して，しょ
糖投与ラット（第2群）では平均26個であった．さらに
しょ糖投与後コルヒチン投与ラット（第3群）では，
平均5個であった．
　また第2群のラット肝について，Disse腔内のVLDL
穎粒の数を小葉周辺帯と小葉中心帯の肝細胞について
測定した．すなわち，同一個日から得られた電顕ブロッ
クを約1μの厚さに切ってトルイジソブルー染色し，光
学顕微鏡下でGlisson鞘または中心静脈が含まれるもの
を選び出し，それぞれから野薄切片を作製，直接倍率
5，000倍でその中に含まれるDisse腔を無作為的に撮影
した．2．2倍に引き伸ばしたプリントで小葉周辺部93枚，
小葉中心部61枚を用い，Disse腔内のVLDL穎粒を
算定した．Disse腔内に認められたVLDL穎粒の数は，
小葉周辺部で1視野平均26個，小葉中心部で27個
であった．
4考 察
4・1　しょ糖液投与のVLDh代謝に及ぼす影響
　第1群すなわち未処置コントロールラットの肝細胞
内には，ほとんどVLDL穎粒を見出すことが出来なかっ
た．したがって，VLDL穎粒の肝細胞内運搬経路を追
跡する材料としては，第1群は不適当であると判断さ
れた．
　Stein　et　a1．エ2）は，10％しょ糖液を飲料水として5日
間与えることによって，ラット肝におけるVLDLの代
謝が充進ずると述べている．しょ糖を投与すると，肝
細胞における糖の中間代謝産物acetyl　Co　Aから脂肪
酸が合成される．またα一グリセロリン酸の増加も起こ
り，脂肪の合成が充進ずるものと考えられる．この方
法は，これまで著者ら24）がVLDLの代謝期進のために
用いて来た部分肝切除，アドレナリン注射などに比し
て，より生理的な条件に近いと考えられるので，まず，
しょ糖投一与によるVLDL穎粒の数の変動の半定量的検
討を試みた．その結果，前項に記したごとく，Disse腔
に認められるVLDL穎粒の数は，5日間のしょ糖投与
によって明らかに増加することが確かめられた．この
値は，甲骨の動物について試みた血清中のTG
（triglyceride）の定量の結果ともよく一致した．　Disse
腔のVLDLの増加にともなって，肝細胞内のVLDL穎
粒も大幅に増加しており，しょ糖投与によって肝細胞
のVLDL代謝が著しく充進していることが明らかにさ
れた．なおVLDLの同定は，　Claudeの提唱した室温の
オスミウム酸による固定で，脂肪の不飽和脂肪酸の2重
結合の部分に重金属が結合する性質から行ったが，LDL
から分離したアポ蛋白Bの免疫電顕法によっても，こ
れらの電子密度の高い小野粒がVLDLであることが確
かめられている．
4・2　V正D正野粒の代謝と肝小葉内の局在の関係
　Kim　et　aL25）は，高しょ糖価を与えた高脂血症のラッ
ト肝の電顕的研究で，肝細胞内に見出されるVLDL顎
脚が，小葉中心部の肝細胞に多いと報告している．小
葉周辺部と小葉中心部の肝細胞では，小器官の大きさ
および数などに差があることが指摘されてお町彫組
織化学的にみても，G－6－Paseは小葉周辺部に活性が強
いのに対して，同じくERに存在するIDPase（inosine
diphosphatase）活性は小葉中心部の肝細胞に高いな
ど，小葉を構成する肝細胞には，その局在によって構
造的，機能的な差が推定される．したがって，もし
VLDLの代謝にもこのような小葉内局在による差があ
るならぽ，代謝の最も盛んな部分の膠細胞でその運搬
経路を追跡するのが，当然最も有効であることになる．
この点を確かめるために，しょ糖液投与ラットのDisse
腔内へのVLDL穎粒の出現頻度を，小葉周辺と小葉中
心部の肝細胞についてそれぞれ測定した．その結果，
Disse腔内に認められたVLDL穎粒の数は，小葉中心
部と小葉周辺部でほとんど差を認めることが出来なかっ
た．
4・3　VLDL・穎粒とGolgi装置
　緒言でも述べたように，多くの分泌細胞において，
rERで作られた分泌穎粒はsERを経てGolgi装置に運
ばれ，ここでpackagingの過程をへたのち，　Golgi膜
（Golgi空胞）に包まれて細胞表面に向って細胞質内を
運搬され，exocytosisによって細胞外に分泌されると
一般的に考えられている．肝細胞におけるVLDL穎粒
についても，一般にはBruni　and　Porter28）によって示
され模式化されたこの経路が，広く受けいれられてい
るように思われる．Stein　and　Stein29｝による電顕的オー
トラジオグラフィを利用した研究では，放射性の同位
元素でラベルされたパルミチン酸またはグリセロール
は，静脈注射後2分ですでにERに見出され，10分後
にはGolgi装置とDisse腔内に見出されることが示され
ている．彼らはこの所見から，ERで合成されたVLDL
がGolgi装置へ運ばれ，ここでprocessingを受け，
Golgi　vacuoleに包まれて細胞内を運搬され，類洞に分
泌されると結論している．しかし，すでに小野江30〕と木
村31）が指摘しているように，静注された3H一パルミチン
酸またはグリセロールのグレインがGolgi装置に現わ
れる時間と，Disse腔に出現する時間の間には，へだた
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りを認めることが出来ず，VLDLがGolgi装置に運ば
れてprocessingを受けたのちDisse腔へ運ばれると結
論するのには無理な点がある．つまりGolgi装置に認
められるVLDLは，過剰に産生されたVLDLが分解の
過程に入ったものである可能性も考慮されなけれぽな
らないものと思われる．たとえば，木村11）森ら32）は，部
分肝切除後の再生肝における脂肪肝で，Golgi空胞内の
VLDL穎粒がlysosomeに移行すると報告している．小
野江30）は，正常の過程では処理し切れない過剰の物質は
Golgi装置に蓄積し，　Golgi－1ysosome系で処理される
ものと解釈し，この経路をsalvage　pathwayと呼んで
いる．
　Golgi装置およびその周囲の空胞の由来，ことにER
との関係については多くの議論があるが，Novikoff21）
は電顕的組織化学によって，Golgi装置の内側に
acPase陽性のcisternaが存在することを見出した．こ
のcisternaはしぼしばERとの連続像が認められるこ
とから，ERの一部と考えられ，また，この部分から
1ysosomeが生ずるという意味で，　Golgi　associated
ER　from　which　lysosomes　ariseの頭文字をとって，
GERLと名づけられた．この部分がERであるか否かに
ついてはまだ異論33）があるが，大切な点は，そのような
名称の妥当性ではなく，分解に関与する水解酵素を持っ
た特殊な膜系が存在するという機能上の特徴が指摘さ
れたことである。
　すなわち，小野江の考察したGolgi－lysosome系での
水解酵素による過剰物質の処理機構は，GERLという
小胞体とつらなったacPase陽性の論証への流入と考え
れば，まったく合理的に説明されることになる．今回
の観察結果でも，Golgi装置は毛細胆管の周囲に認めら
れるだけで，Disse腔に面したものは発見されず，　Golgi
装置がVLDLの分泌に積極的に関与している証拠は得
られなかった．一方これに対して，VLDL穎粒の分泌
を抑制した状態では，VLDLをいれたacPase陽性の空
胞が多数認められ，VLDL穎粒がGERLに流入してい
ることが示唆された．
4・4VLDL穎粒と小胞体
　しょ糖液を与えたラット肝細胞では，rERの末端に，
しばしぼVLDL雨粒を認めることが出来た．　VLDL穎
粒はまた，rERの附近の小胞状のsERの中にも多数見
出され，VLDL穎粒がrERで作られsERに受け渡され
るという，これまでの学説を裏づける結果が得られた．
　一方，Disse腔に近い細胞質中には多数のVLDL隠
忍がみられたが，これらは超薄切片上，ほとんど常に
1個ずつ必ず膜に包まれており，細胞質基質の中に見出
されることはなかった．これらの膜には，ER膜のマー
カー酵素であるG－6－Paseが陽性た認められた肝細胞
のDisse腔に面した細胞質には，ふん合して網目状に
なったsERがよく発達しており，　VLDL穎粒はこのER
腔の中に認められた．一方では，VLDLをいれたERが
Disse腔面の細胞膜に接触している像も認められた．こ
のような所見から，VLDL穎粒がrERで作られ，　sER
に入り，sERのふん合した管腔の中を通ってDisse腔
に運ばれるという経路によって肝細胞外へ分泌される
可能性が示唆された．
4・5　VU）L、心隔の運搬と微小管
　微小管は，Disse腔に面した細胞質内に高頻度に見出
された．また，VLDL穎粒をいれたERの附近には，
Disse腔に向って直線的に細胞質内を走っている微小管
が発見された．強力なantimicrotubular　agentの一つ
であるコルヒチンを投与すると，4時間後には少なくと
も電顕切片上，微小管はほとんど認められなくなった．
最近は，われわれの教室でも，画像解析装置（Kontron
社，西独）を用いて，微小管のvolume　densityの変化
を定量化することが可能になったが，その結果0．1mg
コルヒチン投与後4時間では，肝細胞の微小管は正常
の1／3以下に減少することが明らかとなった§馬35）この
ような微小管の減少にともなって，Disse腔に認められ
るVLDL一粒はコルヒチン非投与例での26個口比べて，
平均5個と著明な減少を示し，肝細胞微小管の減少と
肝細胞からのVLDLの分泌抑制はほぼ平行することが
分かった§6）
　コルヒチンの投与後Disse腔内のVLDL穎粒が減少
する理由として，コルヒチンの蛋白合成障害による
VLDLの減少の可能性も考慮されなけれぽならない．し
かし今回われわれが実験に用いた0．1mg／100　g体重と
いう量は，予備実験の結果算定された最小有効量であっ
て，Redman　et　al．14）の実験結果からみても，蛋白合成
はコントロールの90％以上保たれているものと考えら
れる．実際コルヒチン投与後の肝細胞内には多数の
VLDLが認められ，　VLDLの合成障害を示唆する所見
は得られなかった．コルヒチン投与後の肝細胞内には
VLDL穎粒を多数いれたvacuoleが出現する．　vacuole
のあるものには，ERのマーカー酵素であるG－6－Pase
が証明され，ER腔が拡張してvacuoleになったものと
考えることが出来る．
4・6蓄積されたVmL穎粒の運命
　これに対して，多くのvacuoleは前述したように
acPase陽性であり，過剰のVLDLがGERLへ運ばれ
degradationの過程に入ることを示唆している。
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Novikoff　et　al．18）はオロチソ酸によって誘導したラッ
トの実験的脂．肪肝が，血清脂質低下剤であるCPIBの
投与によって急速に消失することを報告しているが，こ
の脂肪滴の消失過程でVLDLがGERLに多数とり込ま
れることを見出し，GERLによる脂肪の分解が脂肪肝
の．消失に役立っと考察している．
　さらに今回のわれわれの観察では，蓄積されたVLDL
がGERLへ流入する一方，　vacuoleのままでさらに
autophagic　vacuoleの中にとり込まれている像をまれ
ならずみることが出来た．このような，autophagic
vacuoleによるとり込みも，細胞内の過剰な物質の処理
に役立っている可能性が示唆された．
5　結 論
　以上の実験結果から，次のような結論が得られた．
　．5・1　ラット肝細胞におけるVLDL遠隔の合成と分泌
は，しょ糖投与によって溢出するが，その際のVLDL
の細胞内運搬には小胞体が主役をなしていることが示
唆された．
　5・2　VLDL穎粒の肝細胞内運搬および分泌には，微
小管が関与していることが示唆され，コルヒチン投与
で微小管が減引するとVLDLの分泌も抑制された．
　5・3VLDL穎粒の分泌が障害された場合には，
VLDL穎粒はGERLに流入し，分解の過程に入るもの
と考えられた．
　5・4肝細胞内に蓄．画したVLDL二品の一部は，
autophagic　vacuo．leによっても処理されることが分
かった．
　5・5VLDL二心の肝細胞内運搬および分泌に関する
Golg童装置の役割りについては，主に技術的制約から今
回は明らかにすることが出来なかった．
　稿を終えるにあたり御指導御校閲をいただいた小野
江為則教授に深謝いたします．
　なお本研究は文部省科学研究費（一般B，課題番号
548139）．の援助を受けた．
文 献
1．Siekevitz，　P．　and　Palade，　G．　E：Acytoche－
　　mical　study　on　the　pancrea＄of　the　guinea　pig．
　　V．動、加”oincorporation　of　leucine－1－C　into　the
　　chymotrypsinogen　of　various　cell　fractions．　J．
　　Biophys．　Biochem．　CytoL　7，619－630（1960）．
2．Redman，　C．　M．：Biosynthesis　of　serum　proteins
　　and　ferritin　by　free　and　attached　ribosomes　of
　　rat　Iiver．　J．　Biol．　Chem．244，4308－4315（1969）．
3．Jamieson，　J．　E．　and　Palade，　G．　E．．：　Synthesis，
　　intracellular　transport　and　discharge　of　secr－
　　etory　proteins　in　stimulated　pancreatic　exocrine
　　cells．　J．　Cell　Biol．50，135－158（1971）．
4
5．
6．
Kuros㎜i，　K．：Electron　microscopic　analysis　of
the　secretion　mechanism．　Int．　Rev．　Cytol．11，1
－117　（1961）．
Ishikawa，　A．＝　Fine　structural　changes　in　res－
ponse　to　hormonal　stilnulation　of　the　perfuSed
canine　pancreas．　J．　C．ell　Biol．24，369－385
（1965）．
Herzog，　V．，　Seis，　H．　and　Miller，　F，：Exocytosis
in　secretory　cells　of　rat　lacrimal　gland．　Perox－
idase　relea．se　from　lobules　and　isolated　cells
upon　cholinergic　stimulation．　J．　Cell　Biol．70，
692－706　（1976）．
7．Palade，　G．E．：Intracellular　aspects　of　the　process
　　of　protein　synthesis．　　Science　189，347－358
　　（1975）．
8．
9．
10．
11．
12
13．
Novikoff，　A．　B．，　Mori，　M．　Quintana，　N．　and
Yam，　A．＝　Studies　of　the　secretory　process　in
the　mammalian　exocrine　pancreas．1．　The　conde－
nsing　vacuoles　J。　Cell　BioL　75，148－165（1977）．
Noviko丘，　A．　B．，　Yam，　A．　and　Novikoff，　P．　M．：
Cytochemical　study　of　secretory　process　ln　tran－
splantable　insulinoma　of　Syrian　golden　ham．ster．
Proc．　NatL　Acad．　Sci．　USA　72，4501－4505（1975）．
Novikoff，　A．　B．，　Albala，　A．　and　Biempic．a，　L．：
Ultrastructural　and　cytochemical　observations
on　B－16．　and　Harding－Passey　mouse　melanomas．
The　origin　of　premelanosomes　and　compound
melanosomes．　J．　Histochem．　Cytochem．16，299
－319　（1968）．
Novikoff，　A．　B．　and　Novikoff，　P．　M．：　Cytoche－
mical　contributions　to　differentiating　GERL
from　the　Golgi　apparatus．　Histochem，　J．9，525
－551　（1977）．
Stein，0．，　Sanger，　L．　and　Stein，　Y．：　Colchicine
－induced　inhibition　of　Iipoprotein　and　protein
secretion　into　the　serum　and　Iack　o．f
interference　with　secretion　of　biliary　phosph－
olipids　and　cholesterol　by　rat　liver　in　vivo．　　J．
Cell　Biol．62，90－103（1974）．
Ogawa，　K．，　Minase，　T．　and　Onoe，　T．：　Demons－
tration　of　glucose－6－phosphatase　activity　in　the
oval　cells　of　rat　liver　and　the　significance　of
the　oval　cells　in　azo　dye　c母rcinogenesis・
Cancer　Res．34，3379－3386（1974）．
14．Redman，　C．　M．，　Banerjee，　D．，　Howe11，　K．　and
　　Palade，　G．　E．：　Colchicine　inhibition　of　plasma
　　protein　release　from　rat　hepatocytes．　J．　Cell
50　（4）　1981 リボ蛋白穎粒の．運搬過程 267
　　　Biol．66，42－59（1975）．
15．Claude，　A．＝　Growth　and　differentiation　of　cyto－
　　　plasmic搬embranes　ln　the　course　of　lipoprotein
　　　granule　synthesis　in　the　hepatic　cell．　1．
　　　Elaboration　of　elements　of　the　Golgi　complex．
　　　J．Cell　BioL　47，745－766（1970）．
16．Luft，　J．　H．：　Improve斑ents　in　epoxy　resin
　　　embedding　methods．　J，　Biophys．　Biochem．
　　　Cytol．9，409－414　（1961）．
17．Wachstein，　M　and　Meisel，　E．：On　the　histoch－
　　　emical　demonstration　of　glucose－6－phosphatase．
　　　J．Histochem．　Cytochem．4，592（1956）．
18．Novikoff，．　P．　M，　Novikoff，　A．　B．，　Quintana，　N．
　　　and　Hauw，　J．　J．：　Golgi　apparatus，　GERL，　and
　　　lysosomes　of　neurons　in　rat　dorsal　root　ganglia，
　　　stud量ed　by　thick　section　and　thin　section　cytoch－
　　　emistry．　J．　Cell　Biol．50，859－886（1971）．
19．Karnovsky，　M．　J．＝Aformaldehyde－glutaralde－
　　　hyde　fixative　of　high　osmolarity　for　use　in　elec－
　　　tron　microscopy。　J．　Cell　Biol．27，137a－138a
　　　　（1965）．
20．Gomori，　G．＝　Microscopic　Histochemistry，
　　　Principles　and　Practice．189－194　Univ．　Chicago
　　　Press（1952）．
21．Novikoff，　A．　B．：　Lysosomes　in　the　physiology
　　　and　pathology　of　cells：Contributions　of　staining
　　　methods．　In　Ciba　Foundation　Symposium　on
　　　Lysosomes．　p．36　Little　Broun　and　Co．　Boston
　　　（1963）．
22．Novikoff，　A．　B．　and　Goldfischer，　S．：　Nucleosid－
　　　ediphosphatase　activity　in　the　Golgi　apparatus
　　　and　its　usefulness　for　cytological．studies．　Proc．．
　　　Natl．　Acad．　Sci．　USA　47，802－810、（1961）．
23．Reynolds，　E．　S．．：　The　use　of　lead　citrate　at
　　　high　pH　as　an　electronopaque　stain　in　electron
　　　microscopy．　J．　Cell　Biol．17，208－211（1963）．
24．Mori，　M．：　Electron　microscopic　study　of　the
　　　pathogenesis　of　fatty　liver．　　Jap．　J．　Clin．
　　　Electron　Micros．（Nippon　Rinsho　Denshi
　　　Kenbikyo　Gakkai　Shi）5，73－74（1972）．
25。Kim，　J．，　Goldfischer，　S．　and　Biempica，　L＝
　　　Changes　produced　by　Clofibrate　in　hepatocytes
　　　of　rats　with　sucrose－induced　hyperlipidemia．
　　　Exp．　M 1．　Pathol．25，263－278（1976）．
26．Loud，　A．　V．＝　Aquantitative　stereological　desc－
　　　ript｛on　of　the　ultrastructure　of　normal　rat　liver
　　　parenchymal　cells．　J．　Cell　Biol．37，27－46
　　　（1968）．
27．Novikoff，　A．　B．　and　Essner，　E．：　The　liver　cell．
　　　Some　new　approaches　to　its　study．　Am．　J．
　　　Med．29，102－131（1960）．
28．Brun ，　C．　and　Porter，　K．　R．：　The丘ne　structure
　　　of　the　parenchymal　cell　of　the　normal　rat　liver．
　　　1．General　observations．　Am．　J．　Pathol．46，691
　　　－755　（1965）．
29．Stein 0．　and　Stein，　Y．：　Lipid　synthesis，　intrac－
　　　ellular　transport，　storage　and　secretion，　1．　Elec－
　 　tron　micr scopic　radioautographic　study　of　liver
　　　after　injection　of　tritiated　palmitate　or　glyceroI
　　　in　fasted　and　 thanol－treated　rats．　J．　Cell　Bio1．
　　33，319－339　（1967）．
30．小野江為則：肝臓の超微構造病理学．　日病会誌57，
　　　3－36　（1968）
31．木村穆：部分俗曲．除後の再生肝に関する電子顕微鏡的
　　　研究．　1．術後の早期における肝細胞の超微構造変
　　　化に関して．　札幌医誌35，265－288（1969）．
32．森道夫，横山道夫，小野江．犯則：脂肪肝発生過程の電
　　　顕的研究．　日本臨床電顕会誌6，21－34（1973）．
33，黒住一昌：ゴルジ装置と分泌機能．　日本臨床電顕会
　　　誌7，1－19（1974）．
34．Mori，　M．，　EnQmoto，　K．，　Satoh，　M．・and　Onoe，　T．＝
　　Transl cation　of　hepatocyte　Iysosomes　following
　　 partial　hepatectomy　and　its　inhibition　by　colch．i－
　　　cine．　Exp．　Cell　Res．131，25－30（1981）．．
35．森道夫，小山田正人，横川金弥，奥雅．志，山口潤，小
　　　野江為則：アルコール性脂肪肝と肝．細胞の微小管．
　　　医学のあゆみ114，1050－1052（1980）．
36．Reaven，　E．　P．　and　Reaven，　G．　M．：　Micro－
　　 tubules　and　hepatic　lipoprotein　secretion．　．J．
　　　Cell　Bio1．79，369a（1978）．
別刷請求先：
（〒060）札幌市中央区南1条西17丁目
　　　　　　　　　札幌医科大学病理学第2講座　森　道夫
268 伊藤　孜・森　道夫 札幌医誌
Fig．　1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Explan．atio皿of　Figures
Aportion　of　a　hepatocyte　from　a　control　rat丘xed　in　unbuffered　OsO4　at　room　tempera－
ture．　No　VLDL　particles　are　seen　in　the　cytoplasm　or　in　the　space　of　Disse（D）．　N
indicates　the　nucleus　of　the　hepatocyte，　E：sinusoidal　endotheliaI　cell，　S：sinusoidal　lumen．
Lead　citrate　stain．　×33β00
　　　　Figs．2to　g　show　portions　of　hepatocytes　from　the　rats　given　10％．sucrose　as　drinking　water
for．5　days．　The　specimens　were丘xed　in　unbuffered　OsO4　at　room　temperature．
Fig．2　General　structure　of　hepatocytes　and　sinusoid　after　sucrose　treatment．　No　difference　from
　　　　　　　　　the　control　is　seen，　except　for　the　appearance　of　several　VLDL　particles　in　the　space　of
　　　　　　　　　Disse．　Some　of　these　are　indicated　by　arrows．　×21，000
Figs．3to　6　Higher　magnification　of　the　cytoplasm　near　the　space　of　Disse．　VLDL　particles　can　be
　　　　　　　　　seen　in　the　cistemae　of　rough　endoplasmic　reticulum（rER）．　They　can　also　be　seen　in　the
　　　　　　　　　anastomosing　channels　of　smooth　endoplasmic　reticulum（sER）which　are　very　close　to
　　　　　　　　　the　plasma　membrane．　Fig．3　×28，400，　Fig．4　×28，600，　Fig．5　×．28，900，　Fig．6　×
　　　　　　　　　43，800．
　　　Figs．7to　g　are　the　materials　incubated　in　the　glucose－6－phosphatase（G－6－Pase）medium．　The
liver　was　fixed　by　perfusion　through　the　hepatic　portal　vein　with　1．25％glutaraldehyde．
Fig．　7
Fig．　8
Fig．　9
Well　developed　channels　Qf　sER　near　the　space　of　Disse　are　seen．　Note　the　presence　of
VLDL　particles　within　the　channel　which　show　the　reaction　product　for　G－6－Pase．　M
indicates　mitochondria，　P二pe．roxisome．×48，．200
Elements　of　Golgi　apparatus　are　negative　in　G－6－Pase，　while　sER　around　them　are　posi・
tive　for　G－6－Pase．　×30，200
G－6－Pase　is　strongly　positive　in　the　ER　of　hepatocytes（H），．　but　completely　negative　in　the
mesencym．al　cell（MS）and　in　the　endothelial　cell（E）．×13，300
　　　Figs．10　to　18　show　portions　of　hepatocytes　from　the　rats　given　an　intraperitoneal　inlection　of
Oユmg　colchicine　per　100　g　body　weight　4　hours　before　sacrifice　after　a110wing　free　access　to　10％
sucrose　fQr　5　days．
Figs．10　and　ll　Portions　of　hepatocytes且xed　in　unbuffered　OsO4　at　room　temperature．　Both
　　　　　　　　　electron　micrographs　show　the　paucity　of　VLDL　particles　in　the　space　of　Disse　as　well　as
　　　　　　　　　the　appearance　of　l母rge　vacuoles　containing　VLDL　particles（arrows）in　the　cytoplasm．
　　　　　　　　　The　general　architecture　of　the　hepatocytes　is　not　altered　except　for　slight　dilatation　of
　　　　　　　　　ER　cisternae．　Fig．1①　×7，500，　1査g．11　×7，500．
Fig。12　G－6－Pase　in　the　liver　after　colchicine　treatment．　Note　the　presence　of　reaction　product　in
　　　　　　　　　the　large　vacuole　containing　VLDL　particles（arrow）．　×48，300
Figs．13　to　15　These　materials　were　incubated　in　the　acid　phosphatase（acPase）medium．　The　liver
　　　　　　　　　was丘xed　by　perfusion　through　the　hepatic　portal　vein　with　2．5％glutaraldehyde　and　then
　　　　　　　　　was　further丘xed　by　immersion　with　Miller’s丘xative　for　an　hour．　Mo．st　of　the　large
　　　　　　　　　vacuoles　containing．VLDL　particles　are　acPase　positive．　Fig．13　x23，100，　Fig．14　×
　　　　　　　　　44，000，　Fig．15　　×23，0．00．
Fig．16　This　material　was　incubated　in　the　thiamine　pyrophosphatase（TPPase．）medium．　The．
　　　　　　　　　reaction　product　is　seen　in　the　outer　surface　of　the　plasma　membrane　facing　the　bile
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　　　　　　　　canaliculus（B），　and　in　the　innermost　cisterna　of　Golgi　apparatus，　Nσte　the　absence　o．f
　　　　　　　　reaction　product　in　the　large　vacuoles　containing　VLDL　particles（．arrows）．　x43，000
Figs．17　and　18．　Shown　are　the　autophagic　vacuoles　which　engulf　the　large　vacuoles　colltaining
　　　　　　　　VLDL　particles．　Material．s　were且xed　in　unbu仔ered　OsO4　at　room　temperature．　Fig．
　　　　　　　　17　　×15，300，　Fig．18　　×24，800，
　　　Figs．19　and　20　Shown　are　the　materials丘xed　with　warm（22．℃）2．5％glutaraldehyde　adjusted
at　PH　7．4　with　O．1　M　cacodylate　buffer．　After　osmi行cation　the　specimen　was　stained　ital　with　O・5％
uranyl　acetate　at　room　temperature．
Fig．19
Fig．20
ApQftion　Of　a　hepatocyte　from　a　rat　given　sucrose，　Note　the　presenc．e　of　microtubules　in
the　cytoplasrn　running　close　to　sER　containing　VLDL　particles．　×73，000
Shown　is　a　portion　of　hepatocytes　from　a　rat　given　sucrose　followed　by　an　injection　of
O．1mg　colchicine　per　100　g　body　weight　4　hours　before　sacri丘ce，　Note　the　absence　of
microtubules　anywhere　in　the　cytoplasm．×3．4，100
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